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Ⅰ. 서 론

치주인대는치아를둘러싸고있으면서치아에가해지는힘

을 완충하는 작용을 가지고 있다. 또한 치조골이나 백악질의

재생및재형성에도관여하며치근의흡수에도관여한다1). 따

라서치아나악골에손상이가는경우, 이의회복에중요한역

할을 담당하게 된다. 치주인대는 악골의 성장에도 중요한 영

향을미쳐치주인대가존재하지않는현재개념의임플란트를

소아 환자의 악골에 식립하는 경우 악골 성장이 억제된다는

보고가 종종 있어왔다2). 치주인대에 압축력이 가해지는 상황

은일상생활에서나특수한상황에서흔히접할수있는데, 저

작 시에도 압축력이 가해질 수 있으며 악골골절 시에 강선고

정을 하는 과정에서나 치열 교정 치료 시에 장치를 통하여서

도압축력이가해질수있다.

치아에압축력이가해지는경우발생되는치주인대의변화

에대하여기계적인측면에서는많은연구가있어왔다3,4). 동물

을 이용한 실험에서 적출한 악골에 위치한 치아에 기계적인

힘을 가하는 경우 치주인대의 부피변화나 각 부위가 받는 힘

에대한연구가있었고5,6), 유한요소법과같은소프트웨어를이

용한분석도보철치료와연관하여많이이루어져왔다7,8).

일차적으로치주인대가압축력을받으면세포외기질성분

은기계적으로반응하게되나세포성분은생리학적으로반응

하게 되며 이에 관여하는 여러 가지 신호전달 물질이 존재할

수있다. 그런데압축력에대한반응으로발현이증감되는성

분에대한연구는상대적으로소홀했던것이현실이다. 

Interleukin-6 (IL-6) 및 interleukin-8 (IL-8)은치주염에서발현이
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The fibroblast in the periodontal ligaments received various stress. Among them, compression and tension are quite important and they are related to

the remodeling of tooth and alveolar bone. We studied the change of expression of interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8) in the fibroblasts of the

periodontal ligaments by real-time RT-PCR and ELISA.

In results, the relative activity of IL-6 mRNA in 2 hours after was 1.54±0.08 and 1.00±0.05 in control and test, respectively (P<0.05). Its 12 hours

after was 1.23±0.06 and 2.78±0.14 in control and test, respectively (P<0.05). The relative activity of IL-8 mRNA in 2 hours after was 1.00±0.05

and 0.24±0.01 in control and test, respectively (P<0.05). Its 12 hours after was 1.23±0.06 and 0.63±0.03 in control and test, respectively (P<0.05).

The concentration of IL-6 was 1.02±0.16 ng/ml, 0.90±0.14 ng/ml, and 1.32±0.12 ng/ml (P<0.05) in control, 2, and 12 hours after, respectively. The

concentration of IL-8 was 2.26±0.17 ng/ml, 1.70±0.26 ng/ml (P<0.05), and 0.84±0.47 ng/ml (P<0.05) in control, 2, and 12 hours after, respecti-

vely.

In conclusion, the expression of IL-6 was significantly increased after the application of the static compressive force, but IL-8 was significantly

decreased. Considering their known function, their expression is quite important in tooth and bone resorption.
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증가되는 것으로 알려진 cytokine이며9), 연골세포나 심근세포

에서 압축력을 받을 때에도 발현이 증가되는 것으로 알려져

있다10,11). 따라서 본 연구에서는 치주인대 기원의 섬유아세포

에압축력을가한경우 IL-6 및 IL-8의발현이변화할것이라는

가설하에세포를콜라겐겔내에 3차원적으로배양하여이에

압축력을 가한 후 각 인자의 발현변화를 real-time reverse tran-

scriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 및 Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA)로조사하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

세포 배양

Immortalized human periodontal fibroblasts을 이용하여 실험을

수행하였다. 상기 세포주를 Ham’s F12/Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (Gibco, BRL, Gaithersburg, MD)에서키워졌고배

양액에는 1% penicillin/streptomycin, bFGF (100 μg/ml), 그리고

10% fetal bovine serum (FBS)를함유하고있었다. 배양된세포는

압축력을가하기 24시간전에 PBS로세차례세척을시행하였

고10ml의혈장이포함되어있지않는배양액을넣었다.

치주인대섬유아세포에가해지는정적인압축력을재현하

기위하여세포들을 3차원적인콜라겐겔시스템에배양하였

다. 콜라겐겔은시판중인소의피부 (Sigma, St Louis, MO)를 1

mM의 acetic acid에녹여서 type I 콜라겐을얻었다. 얻어진콜라

겐의평균농도는 3.33 mg/ml이었고이를탈이온화된물을이

용하여 6시간동안투석하였다. 겔내의최종세포농도는실험

군의 경우 2.25×106 cells/ml 이었고, 대조군에서는 2.5×106

cells/ml이었다. 겔에가해지는압축력은겔위에압축력에해당

하는무게를가진추를올림으로서얻어졌는데, 이방법은이

미 출판된 논문을 참고로 하여 시행되었다(Fig. 1)12-14). 가해진

압축력은중력가속도로계산되었으며, 본실험에서는 100g가

가해졌다. 압축력을 가하고 이루어진 세포 배양은 세포가 외

부에서 스트레스를 받은 경우 가해진 스트레스와 연관된

mRNA의 발현이 가장 최고조에 달하는 2시간과 단백질 합성

이최고조로이루어지는 12시간을기준으로관찰하였다. 대조

군의경우실험군과같은조건에서배양하였고단지압축력만

가하지않은상태이었다.

Real-time Reverse Transcription-Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR)

Real time RT-PCR은 상대적인 mRNA의 발현량을 측정하기

위하여시행되었으며CYBR green PCR master mix (ABI, USA)를

사용하였다. 그리고 본 실험에 사용된 시발체의 디자인은

PrimerExpress software (ABI, USA)를통하여이루어졌다. 3μg의

전체 RNA를역전사하여 200ng의재조합 DNA를각중합쇄연

쇄반응의주형으로사용하였다. 25μl의CYBR green PCR master

mix와 1μl의 10 mmol의 시발체가 사용되었는데, IL-6의 경우

forward: TGGCTGCAGGACATGACAACT, reverse: GACCA-

GAA- GAACCAATGCCC였고, IL-8의 경우 forward: CCTTG-

GATTCCCCTTTATTCCT, reverse: CGTATGTCCCCAT-

GACATTG TG이었다. 시약과물을포함한전체부피는 50 μl이

었다. 각각의실험에는 negative control로서주형을포함하고있

지 않은 샘플을 포함시켰다. 중합쇄연쇄반응은 95 �C에서 10

분, 95 �C에서 15초, 60 �C에서 1분으로 40회의주기로시행하

였다. Cycle threshold (Ct) 값은형광의발현이역치를넘어가는

수치로결정되었다. 각시료의Ct값은시료가충분히증폭되어

통계적으로유의할수준으로기준선을넘어간것을의미한다.

Fig. 1. The appliance for the static compressive force application (a) and the diagrams

(b, c). When the compressive force is applied to collagen gel, the density of cells and

collagen fibers are increased (c) compared to the control (b).

(a) (b) (c)
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

상업적으로나와있는키트를이용하여실험하였다 (Quanti-

kine, human IL-6 & IL-8 kit: R&D Systems, Minneapolis, MN). 100

μL의에세이희석액을 microplate에첨가한후에 100 μL의표준

용액이나시편을넣고 2시간정도반응을시킨후에 4번의세

척을시행한다. 다음에 200 μL의 conjugate를첨가하고 2시간정

도 반응을 시킨 후에 반복적으로 세척을 시행한다. 최종적으

로 200 μL의 substrate solution을각각첨가하고 20분정도반응시

킨다. 반응을중단시킨후에 30분이내에 490 nm의 optical densi-

ty에서ELISA reader를통하여각plate의결과를읽는다.

Ⅲ. 결 과

Real-time RT-PCR을한결과와 ELISA 결과는 Fig. 2 및 3에있

으며, 압축력을가한경우치주인대섬유아세포에서의 IL-6 및

IL-8의발현양상이관측시간에따라서로다르게나타남을알

수있다. 압축력을가한후 2시간이경과한시점에서 Real-time

RT-PCR한결과를보면 IL-6의경우상대적인 mRNA의발현량

이 대조군의 경우 1.54±0.08이었던 것에 비하여, 실험군에서

는 1.00±0.05이었다 (P<0.05). 12시간이 경과한 경우 IL-6의 발

현량변화는대조군의경우 1.23±0.06이었던것에비하여, 실

험군에서는 2.78±0.14이었다 (P<0.05). IL-8의경우를살펴보면

2시간이경과한시점에서상대적인mRNA의발현량이대조군

의 경우 1.00±0.05이었던 것에 비하여, 실험군에서는 0.24±

0.01이었다 (P<0.05). 12시간이경과한경우 IL-8의발현량변화

는 대조군의 경우 1.23±0.06이었던 것에 비하여, 실험군에서

는 0.63±0.03이었다 (P<0.05).

ELISA의결과를살펴보면 (Fig. 3), IL-6의양은대조군, 2시간

경과시및 12시간경과시의검출농도가각각 1.02±0.16 ng/ml,

0.90±0.14 ng/ml, 1.32±0.12 ng/ml이었다. 대조군과 비교 시에

12시간경과시의양만이통계적으로유의한차이를보여주었

다 (P<0.05). IL-8의양은대조군, 2시간경과시및 12시간경과

시의검출농도가각각 2.26±0.17 ng/ml, 1.70±0.26 ng/ml, 0.84±

0.47 ng/ml이었다. 대조군과비교시에 2시간경과시및 12시간

경과 시의 양이 모두 통계적으로 유의한 차이를 보여주었다

(P<0.05).

Ⅳ. 고 찰

본연구에서는치주인대기원의섬유아세포에압축력이가

해지는 경우 IL-6 및 IL-8의 발현량 변화를 real-time RT-PCR과

ELISA를통하여mRNA 및단백질수준에서평가하였다. 그결

과 IL-6은압축력을가하고 2시간이경과한시점에서는발현량

이감소되나 12시간후에는오히려증가되는양상을보여주었

고 IL-8의경우에는지속적으로발현량이감소되는양상을보

여주었다 (Fig. 2, 3). 

치주인대기원의섬유아세포에서의 IL-8의발현은압축력에

대하여지속적으로감소되는양상을보여주는데 (Fig. 2, 3), IL-

8의 알려진 기능은 다양하다. IL-8은 혈관신생에 중요하게 관

여하는인자이고칼슘이온에의하여매개되는신호전달이나

스트레스에대한반응에관여한다. IL-8의발현증가는인장력

에 대한 반응으로 자궁 기원의 섬유아세포에서 관찰된 바 있

다12). 대개의수압은피부기원의섬유아세포에서 IL-6 및 IL-8

의발현을모두증가시키나 protein kinase C (PKC)에의하여유

도된 반응의 경우에는 IL-8의 발현을 억제하고 IL-6의 발현은

억제하지않는다는보고가있다13). 이번연구에서 IL-6의발현

이증가된것을감안하면 (Fig. 2, 3), 치주인대기원의섬유아세

포가압축력에대하여반응하는것에도 PKC가관여할가능성

이 있으나 이는 추가적인 실험을 통하여 밝혀야 할 것이라고

본다. 흥미있게도최근에본연구진에의하여실시된DNA chip

결과를보면 PKC의발현이증가되어있는것을관찰할수있

Fig. 2. The results of real-time RT-PCR. (a) Interleukin-6, (b) Interleukin-8.
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었다 (data not shown). 

압축력을가한후의 IL-6의발현은 12시간경과후에관찰한

경우유의할정도로증가된것을알수있었다 (Fig. 2, 3). 압축

력에의한 IL-6의발현증가는이전의연구에서연골양세포에

서관찰하여보고한바있다10,11,14). IL-6은파골세포를강력하게

활성화시키는인자로서이의과발현은치주질환을가지고있

는치아및치조골에서흔히관찰된다15). 그리고치주인대에서

IL-6의발현증가는치아나치조골의흡수와관련이있다16). 임

상적으로치주인대에일정한정도의압축력을지속적으로가

하게되면치조골의흡수및치아의이동이일어나게된다. 따

라서치주인대기원의섬유아세포에서가해진압축력에반응

하여증가된 IL-6의발현은압축력에의한치아의이동이주로

IL-6에의하여매개될것임을의미한다.

결론적으로 치주인대 기원의 섬유아세포에 가해진 지속적

인압축력은 IL-6의발현증가와 IL-8의발현감소를가져왔으

며, 이는문헌고찰을통하여살펴본결과치아의이동및치조

골의흡수와밀접한관련이있을것으로사료된다.
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Fig. 3. The results of ELISA. In contrast to IL-8, the

expression of IL-6 was increased at 12 hours after

the initial compressive force application.
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